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Abstract

In the study, we developed and evaluated a uracil N-glycosylase (UNG)-supplemented single-tube nested 
reverse transcription-polymerase chain reaction (UsnRT-PCR) assay that can carried out first-round 
RT-PCR and second-round nested PCR in a reaction tube without reaction tube opening and can simulta-
neously detect EU- and NA-PRRSV. The UsnRT-PCR confirmed to have a preventing ability of mis-am-
plification by contamination of pre-amplified PRRSV DNA from previous UsnRT-PCR. Primer specific-
ities were evaluated with RNAs extracted from 8 viral strains and our results revealed that the primers 
had a high specificity for both genotypes of PRRSV. The sensitivity of the UsnRT-PCR was 0.1 
TCID50/0.1 mL for EU- or NA-PRRSV, respectively, which is comparable to that of previously reported 
real time RT-PCR (RRT-PCR). Clinical evaluation on 110 field samples (60 sera and 50 lung tissues) 
by the UsnRT-PCR and the RRT-PCR showed that detection rates of the UsnRT-PCR was 70% (77/110), 
and was relatively higher than that of the RRT-PCR (69.1%, 76/110). The percent positive or negative 
agreement of the UsnRT-PCR compared to RRT-PCR was 96.1% (73/76) or 90.9% (30/33), showing that 
the test results of both assays may be different for some clinical samples. Therefore, it is recommend 
that diagnostic laboratory workers use the two diagnostic assays for the correct diagnosis for the relevant 
samples in the swine disease diagnostic laboratories. In conclusion, the UsnRT-PCR assay can be applied 
for the rapid, and reliable diagnosis of PRRSV without concerns about preamplified DNA carryover con-
tamination that can occurred in PCR process in the swine disease diagnostic laboratories.

Key words : Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), Single-tube nested reverse 
transcription-polymerase chain reaction (snRT-PCR), Uracil DNA glycosylase (UNG)
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서    론

  돼지 생식기호흡기증후군 바이러스(porcine repro-

ductive and respiratory syndrome virus; PRRSV)의 감염

에 의해 발생하는 PRRS는 임신모돈의 번식장애와 자

돈의 호흡기질병 및 성장부진을 유발하는 질병으로 

1987년과 1990년에 북미지역과 유럽지역에서 처음 발

생이 확인되었다(Keffaber, 1989; Wensvoort 등, 1991). 

이후 PRRS는 양돈업이 성행하는 거의 모든 국가로 

확산되었고, 현재 양돈산업에 미치는 경제적 피해가 

가장 심각한 질병 중의 하나로 알려져 있다(Albina, 

1997; Nuemann 등, 2005). PRRSV는 항원적 및 유전

적 특성이 다른 2가지 유전형 즉, Lelystad virus (LV)

를 원형으로 하는 유럽형(EU, type 1)과 VR-2332 

strain을 원형으로 하는 북미형(NA, type 2)로 구분되

며, 과거에는 유전형에 따라 해당 유럽 및 북미지역

에서 제한적으로 발생하였지만 최근에는 지역에 상

관 없이 유럽, 북미 및 아시아 지역의 양돈장에서 2

가지 유전형의 PRRSV가 동시에 유행하고 있어 질병

의 진단과 통제에 큰 어려움을 겪고 있다(Murtaugh 

등, 2010; Shi 등, 2010). 

  양돈장의 PRRS 감염을 통제하기 위하여 그간 검사 

후 도태, 후보돈 순치, 예방접종, 돈군폐쇄와 같은 다

양한 방제전략들이 개발되어 적용되어 왔으며, 최근 

예방접종과 돈군폐쇄에 의한 방제전략이 일선 양돈

장에서 널리 적용되고 있다(Corzo 등, 2010). 이와 같

은 PRRSV 방제전략이 성공하기 위해서는 방제전략

의 적용 전ㆍ후에 해당 농장의 PRRSV 감염양상과 

유전형을 파악하고, 방제전략 적용효과를 분석하는 

효과적인 PRRSV 진단법의 활용이 필수적이다(Corzo 

등, 2010; Thanawongnuwech와 Suradhat, 2010). 

  PRRSV의 진단에는 전통적으로 혈청학적 검사와 

바이러스 분리동정법을 이용하여 왔으나 혈청학적 

검사법은 감염 바이러스의 특성을 파악할 수 없다는 

단점이 있고, 바이러스 분리동정법은 검사시간이 많

이 소요되며, 야외 사료에서 PRRSV의 유전형을 신속

하게 감별할 수 없기 때문에 현장진단용으로는 부적

절 한 것으로 평가되어 왔다(Kim 등, 1993; Lager 등, 

1997). 따라서 최근에는 대부분의 진단실험실에서 역

전사-중합효소연쇄반응(reverse transcription-polymerase 

chain reaction; RT-PCR)이나 real time RT-PCR (RRT- 

PCR)과 같은 유전자진단법을 PRRSV의 진단에 널리 

활용하고 있다(Gilbert 등, 1997; Kleiboeker 등, 2005). 

RT-PCR은 전통적인 바이러스 분리동정법에 비해 신

속, 정확할 뿐만 아니라 PRRSV의 유전형을 감별진단

할 수 있는 장점이 있으나 비교적 민감도가 낮기 때

문에 1차 RT-PCR의 증폭산물을 이용한 2차 nested 

PCR을 접목한 nested RT-PCR (nRT-PCR)을 이용하여 

낮은 민감도 문제를 해결하였다(Christopher-Hennings 

등, 1995; Gilbert 등, 1997; Kono 등, 1996; Shin 등, 

1998). 그러나 이러한 nRT-PCR은 RT, 1차 PCR, 2차 

nPCR로 구분되는 2∼3단계의 핵산 증폭과정을 거치

게 되므로 일반 RT-PCR에 비하여 기 증폭된 DNA의 

교차오염 가능성이 더 높으며, 이로 인한 오증폭이 큰 

문제점으로 지목되고 있다(Aslanzadeh, 2004; Persing, 

1990). 한편, RRT-PCR은 PRRSV 유전자에 특이적인 

primers와 probe를 이용함으로써 높은 민감도와 특이도

를 얻을 수 있고, 검사시료 내의 바이러스 RNA를 정

량적으로 분석할 수 있으며, RT-PCR과 달리 결과 판

독을 위한 전기영동 과정이 필요하지 않기 때문에 핵

산 교차오염의 가능성이 낮은 장점이 있다(Kleiboeker 

등, 2005). 그러나 RRT-PCR은 기존 RT-PCR에 비하

여 고가의 시약과 장비를 필요로 하기 때문에 일선 

진단실험실에서 일상적인 진단법으로 이용하기는 어

려운 실정이다. 따라서 대부분의 진단실험실에서는 

여전히 RT-PCR이나 nRT-PCR을 일상적인 PRRSV 진

단법으로 널리 사용하고 있다. 

  이 연구에서는 기존 2∼3단계로 이루어지는 nRT- 

PCR의 단점을 개선하고자 1개의 반응튜브에서 1차 

RT-PCR과 2차 nested PCR을 연속적으로 수행할 수 

있는 single-tube nRT-PCR (snRT-PCR)을 개발하였으

며, 더불어 개발 snRT-PCR에 핵산 교차오염에 의한 

오증폭을 방지할 수 있는 uracil N-glycosylase (UNG) 

시스템을 적용함으로써 오진의 가능성을 사전에 차단

할 수 있는 UNG-supplemented snRT-PCR (UsnRT-PCR)

을 개발하여 그 효용성을 검토하였기에 보고한다. 

재료 및 방법

공시바이러스 및 야외시료

  유럽형 및 북미형 PRRSV 표준주인 LV 및 LMY 

strain를 Kim 등(2010)의 방법에 따라 초대 돼지 폐포 

대식구(porcine alveolar macrophages, PAM) 또는 

MARC-145 cells에 배양하여 시험에 사용하였으며, 특

이도 검증을 위하여 2가지 아형의 돼지 인플루엔자

바이러스[A/Korea/103/2009(H1N2) 및 A/Korea/A18/2011 
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Table 1. The primers used in the UNG-supplemented single-tube nested reverse transcription-polymerase chain reaction assay 

Genotype
Primer 
name

Sequence (5’-3’) Genome position* Melting 
temperature

Product size 
(bp)

EU EUF1 GGGGAATGGCCAGCCAGTCAATCA 14648-14671 68.3oC 406
EUR TGATCGCCCTAATTGAATAGGTGAC 15029-15053 60.7oC
EUF2 CCCAGGGGAGGACAGGC 14718-14734 54.2oC 336

NA NAF1 GGGGGATGGCCAGCCAGTCAATCA 14927-14950 68.3oC 441
NAR CGGTCGCCCTAATTGAATAGGTGAC 15343-15367 60.7oC
NAF2 CTAGTGAGCGGCAATTGTG 15094-15112 51.4oC 274

*Nucleotide positions of the UsnRT-PCR primers are numbered according to the sequence of Lelystad virus (GenBank accession number M96262) 
for EU-PRRSV and LMY strain (GenBank accession number DQ473474) for NA-PRRSV, respectively.

(H3N2)], 돼지열병 바이러스(LOM strain), 돼지파보바

이러스(NADL-2 strain) 및 돼지써코바이러스(PCK0201 

strain)를 농림축산검역본부로부터 분양 받아 사용하

였다. 야외 시료에 대한 진단법의 검증을 위하여 국

내 PRRS 감염농장으로부터 채취한 야외 시료 110점

(혈청 60점 및 폐장조직 50점)을 공시하였으며, 공시 

바이러스 및 야외시료는 핵산 추출과정에 공시하기 

전까지 −80oC에 보관하였다.

핵산 추출

  공시 바이러스 및 야외시료의 핵산 추출은 시판 핵

산추출키트(Inclonebiotech, Seoul, Korea)를 이용하여 

제조사의 추천방법에 따라 실시하였다. 즉, 바이러스 

배양액과 혈청시료인 경우, 100 L 시료를 핵산추출

에 바로 제공하였으며, 조직시료는 세절하여 phos-

phate buffer saline (PBS)로 10% 유제액을 만든 다음, 

조직균질기(Bertin technologies, France)을 사용하여 파

쇄하였고, 12,000 rpm에서 15분간 원심분리한 다음, 

상등액 100 L을 덜어내어 핵산 추출에 사용하였다. 

추출된 핵산시료는 50 L의 diethyl pyrocarbonate 

(DEPC)-처리 증류수에 용해 한 다음, −80oC에 보관

하며 사용하였다.

snRT-PCR용 primer 설계

  snRT-PCR용 primer sets는 2010∼2014년 사이에 

GenBank에 등록된 국내ㆍ외 유럽형 및 북미형 PRRSV

의 open reading reading frame (ORF) 7 유전자염기서

열 200 여개를 수집한 다음, 유전자 염기서열 분석 

프로그램(clone manager 6, Scientific & Educational 

Software, USA)을 이용하여 가장 안정적인 부위를 선

발한 다음, primer 설계 프로그램인 DNASTARⓇ

Lasergene program (DNASTAR Inc., USA)을 이용하여 

유럽형 및 북미형 PRRSV에 특이적인 primer 3종씩 

총 6종의 primer를 설계하였다. 각 primer 설계 시에는 

이전의 nRT-PCR 개발 보고(Haff 등, 1994; Shin 등, 

1998)를 참조하여 1차 RT-PCR용 primer set의 융해점

(melting temperature, MT)과 2차 nPCR용 primer set의 

MT를 10oC 이상 차이나도록 하여 1차 RT-PCR을 실

시할 동안 2차 nPCR용 primer set의 작동이 최소화되

도록 하였다. 선발된 primer sets를 이용하여 1차 

RT-PCR 및 2차 nPCR을 실시할 경우 유럽형의 

PRRSV인 경우 406 bp와 336 bp 그리고 북미형 PRRSV

인 경우 441 bp와 274 bp 크기의 DNA 단편이 증폭되

도록 하였으며, 설계된 primer sets는 전문회사(Bio-

neer, Daijeon, Korea)에 의뢰하여 합성하였다(Table 1). 

RRT-PCR 

  RRT-PCR은 Kleiboeker 등(2005)의 방법에 따라 

one-step PrimeScriptTM RT-PCR kit (Takara Bio, Inc., 

Shiga, Japan)와 LightCyclerⓇ 96 Real-Time PCR sys-

tem (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)을 이용

하여 실시하였다. RRT-PCR에 사용된 primers와 probes

는 PRRSV의 ORF 7과 3‘-untranslated region에서 설계

된 것으로 특이도가 높아 유럽형 및 북미형 PRRSV

를 동시에 감별진단할 수 있으며, PRRSV의 검출 민

감도는 약 1 TCID50인 것으로 보고되었다. 반응액 조

성은 RRT-PCR 용 primers 3종(유럽형, EUF와 EUR; 

북미형, NAR) 및 2종의 probes (유럽형 및 북미형)을 

각각 0.4 M 씩, primer 2종(북미형, NAF1, NAF2)를 

각각 0.2 M 씩 첨가한 후 12.5 L의 2x One Step 

RT-PCR buffer III, 0.5 L의 TaKaRa Ex Taq HS (5 

U/L), PrimeScript RT enzyme Mix II, 5 L의 추출 핵

산을 첨가하였고, DEPC-water를 이용하여 최종 용량
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Table 2. Comparative sensitivity for the detection of PRRSV by the UNG-supplemented single-tube nested reverse transcription-polymerase 
chain reaction (UsnRT-PCR) and real time RT-PCR (RRT- PCR) on clinical samples 

RRT-PCR

UsnRT-PCR

Eu positve NA positive
EU/NA 
positive

Negative Subtotal

EU positivre 25 - - 1 26
NA positive - 35 2 1 38
EU/NA positive 1 1 9 1 12
Negative 2 2 - 30 34
Subtotal 28 38 11 33 110

Percent positive agreement UsnRT-PCR compared to RRT-PCR is 96.1% (73/76), percent negative agreement of UsnRT-PCR compared to 
RRT-PCR is 90.9% (30/33), and overall percent agreement of UnRT-PCR compared to RRT-PCR is 93.6% (103/110). 

을 25 L로 조정하였다. 반응조건은 42oC에서 10분, 

95oC에서 30초 반응 시킨 후 95oC에서 10초, 60oC에

서 1분을 1 cycle로 하여 총 40 cycle을 반응시켰다. 

검사시료에 대한 RRT-PCR의 반응결과는 매 반응회

수별로 형광단위(baseline-corrected normalized fluo-

rescence, dRn)를 측정하여 dRn 값이 0.004 이하(CT 값 

37 이상)일 때 음성으로 판독하였으며, 그 이상인 경

우 양성으로 판독하였다. 

RT-PCR 및 snRT-PCR

  RT-PCR과 snRT-PCR은 시판 IncloneTM One-step RT- 

PCR Kit (Inclone biotech, Seoul Korea)에 포함된 시약

들을 이용하여 제조사의 추천방법에 따라 premix를 

제조한 다음, SimpleAmp Thermal cycler (ABI, Foster 

City, CA)를 이용하여 실시하였다. RT-PCR은, 반응튜

브에 Table 1의 RT-PCR용 primer 4종(유럽형, EUF1과 

EUR; 북미형, NAF1과 NAR)을 0.4 M씩 첨가한 다

음, 1 L의 Enzyme Mix, 12.5 L의 Reaction Mix 및 5 

L의 추출 핵산을 첨가하였고, DEPC-water를 이용하

여 최종 용량을 25 L로 조정하였다. 반응조건은 

50oC에서 30분간 역전사반응을 실시한 후 95oC에서 

15분간 처리하였으며 그 후 95oC에서 20초간 denatu-

ration, 55oC에서 20초간 annealing, 72oC에서 elonga-

tion 하는 과정을 35회 연속 실시한 다음, 72oC에서 

10분간 최종반응하였다.

  snRT-PCR은 전술한 시판키트와 장비를 이용하여 

Table 2의 primer 6종을 모두 포함한 premix를 제조하

여 실시하되, 1차 RT-PCR에 작동하는 primer 4종

(EUR, NAR, UF1 및 NF1)을 농도를 0.04 M로 그리

고 2차 nPCR에 작동하는 primer 2종(UF2와 NF2)의 

농도를 각각 0.3 M과 0.2 M로 달리하여 snRT-PCR

용 premix를 제조하였다(Haff 등, 1994; Shin 등, 1998). 

snRT-PCR의 반응조건은 50oC에서 30분간 역전사반

응을 실시한 다음, 95oC에서 15분간 처리하였으며, 1

차 PCR (95oC에서 30초간 denaturation, 65oC에서 30

초간 annealing 및 72oC에서 30초간 elongation)을 15회 

실시한 다음, 2차 nested PCR (95oC에서 30초간 dena-

turation, 45oC에서 30초간 annealing 및 72oC에서 30초

간 elongation)을 30회 연속적으로 실시한 다음, 72oC

에서 10분간 최종 반응하였다. RT-PCR 및 snRT-PCR 

증폭산물은 NEO green 염색액(NEO science, Korea)을 

첨가하여 1.5% agarose gel에 전기 영동한 다음, UV 

trans-illuminator (Bio-Rad, USA)로 특이 밴드를 관찰

하여 판독하였다. 

UsnRT-PCR 조건 확립

  UNG를 이용한 DNA 교차오염 방지전략은 증폭된 

DNA 단편에 포함된 uracil 염기를 제거하는 UNG의 

특성을 이용하는 것이므로 PCR을 통하여 증폭된 

DNA 염기서열의 deoxythymidine triphosphate (dTTP) 

위치에 최대한 deoxyuridine triphosphate (dUTP)가 대

체되도록 하여야 한다(Longo 등, 1990). 그러나 PCR 

premix에 포함되는 dTTP를 dUTP로 완전히 대체할 

경우에는 증폭효율이 떨어져 민감도가 저하될 수 있

으므로 premix에 포함되는 dTTP와 dUTP의 농도를 

적절히 조정할 필요가 있다(Kim 등, 2014; Longo 등, 

1990; Pang 등, 1992). 따라서 이 연구에서는 snRT-PCR

용 master mix에 heat labile Cod UNG (ArcticZymes 

Inc., USA)를 제조사의 추천에 따라 0.5 unit로 첨가하

였고, 증폭효율에 영향을 주지 않는 dTTP/dUTP 농도

비를 탐색하기 위하여 앞서 설정한 snRT-PCR용 pre-

mix에 dATP, dCTT 및 dGTT의 농도는 2,5 mM로 그
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Fig. 1. Optimization of the proposed UNG-supplemented sin-
gle-tube nested reverse transcription-polymerase chain reaction 
(UsnRT-PCR) with different dTTP (dT) and dUTP (dU) concentration 
ratio. Lane M, 100 bp DNA marker; Lane 1∼5, amplified DNAs by 
the UsnRT-PCR with RNAs extracted from 10-fold serially diluted 
NA-PRRSV (viral titers from 104 to 101 TCID50/0.1 mL). 

대로 유지하되, dTTP/dUTP의 첨가 농도비를 달리하

여 2,5/0, 2.0/0.5, 1,5/1,0, 1.0/1.5, 0.5/2.0 및 0/2.5 mM 

농도비로 첨가한 premix를 각각 제조하였고, NA- 

PRRSV (104∼101 TCID50/0.1 mL)로부터 추출한 핵산

을 template로 첨가하여 UsnTR-PCR을 실시한 다음, 

증폭효율에 영향을 주지 않으면서 최대한 dUTP를 첨

가할 수 있는 비율을 확인하였다. UsnRT-PCR 반응은 

기존의 snRT-PCR 반응 전 단계에 UNG 처리 과정

(50oC에서 5분)과 불활화 과정(95oC에서 5분)을 포함

한 것 이외에는 동일한 조건으로 수행하였다. 

UsnRT-PCR의 핵산 교차오염 방지 효과

  이전의 UsnRT-PCR에 의해 증폭된 DNA가 실험실 

내에 오염되어 있음을 전제로 하여 UsnRT-PCR로 기

증폭된 DNA를 인위적으로 premix에 오염시킨 다음, 

개발된 UsnRT-PCR을 실시하여 오증폭이 방지되는지

를 확인하였다. 즉, UsnRT-PCR을 통하여 기 증폭된 

DNA를 Nanodrop lite (Thermo Scientific, USA)로 정량

한 다음, 20 ng/L에서 2 fg/L농도로 10배수 단계희

석하였고, 이 희석액을 UNG를 적용한 UsnRT-PCR용 

premix와 UNG를 적용하지 않은 snRT-PCR용 premix

에 각각 첨가한 다음 동일한 조건으로 반응을 실시하

여 PRRSV 특이 밴드 증폭 여부를 확인하였다.

UsnRT-PCR의 특이도 및 민감도

  개발 UsnRT-PCR의 특이도를 검증하기 위하여 공

시 바이러스 8종으로부터 추출한 핵산을 template로 

첨가하여 UsnRT-PCR을 실시하여 유전자 증폭 여부

를 확인하였다. 개발 진단법의 민감도를 검증하기 위

하여 유럽형 및 북미형 PRRSV 표준 주의 바이러스 

역가를 Reed and Muench (1938)의 방법으로 측정하여 

104 TCID50/0.1 mL로 조정한 다음, PBS로 10배수 단

계희석하였으며, 각 희석액으로부터 추출한 핵산을 

이용하여 RT-PCR, snRT-PCR 및 UsnRT-PCR을 실시

하여 개발 진단법의 단계별 민감도를 확인하였으며, 

RRT-PCR (Kleiboeker 등, 2005)을 동시에 실시하여 

PRRSV 유전형별 검출한계를 비교하였다.

야외시료에 대한 PRRSV 검출효율 비교 

  야외 시료에 대한 UsnRT-PCR의 효용성을 평가하

기 위하여 PRRSV 감염 양돈장으로부터 경북대학교 

실험실에 검사 의뢰되어 보관하고 있던 야외시료 110

점(혈청 60점, 폐장조직 50점)을 무작위로 추출한 다

음, 개발 UsnRT-PCR과 RRT-PCR (Kleiboeker 등, 2005)

을 실시하여 야외시료에 대한 PRRSV 검출 효율을 

비교하였다. 2가지 진단법으로 모두 양성인 시료와 

모두 음성인 경우는 제외하고, 양성 및 음성 결과 판

독이 상이한 시료인 경우에는 해당 증폭 DNA를 염

기서열 전문 분석회사(Bioneer, Daijeon, Korea)에 의

뢰하여 염기서열을 분석한 다음, 유럽형 및 북미형 

PRRSV 표준주의 유전자 염기서열과 비교하여 상동

성 여부를 확인하였다. 

결    과 

UsnRT-PCR 조건 확립

  UNG 전처리를 통하여 핵산오염을 방지할 수 있으

면서도 UNG 비처리 snRT-PCR과 가장 유사한 증폭

효율을 가지는 UsnRT-PCR의 조건을 확립하기 위하

여 최적의 dTTP/dUTP 조합을 탐색한 결과, dUTP만

을 2,5 mM 첨가한 premix인 경우에는 104∼102 

TCID50/0.1 mL의 바이러스 역가에서는 PRRSV ORF 

7 유전자 특이밴드(441 또는 274 bp)가 관찰되었으나 

101 TCID50/0.1 mL의 바이러스 역가에서는 특이밴드
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Fig. 2. Prevention effect for the DNA carryover contamination in 
the developed UNG-supplemented single-tube nested reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (UsnRT-PCR). (A and B) 
snRT-PCR without UNG system and UsnRT-PCR. with UNG system. 
Lane M, 100 bp DNA marker; Lane 1∼8, snRT-PCR or UsnRT-PCR 
results that were carried out with pre-amplified DNA templates at the 
concentration of 20 ng−2 fg/L, respectively.

Fig. 3. Specificity of the UNG-supplemented single-tube nested re-
verse transcription-polymerase chain reaction. Lane M, 100 bp DNA 
marker; Lane 1, EU PRRSV; Lane 2, NA-PRRSV; Lane 3, EU- and 
NA PRRSV; Lane 4, SIV (H1N2); Lane 5, SIV (H3N2); Lane 6, 
CSFV; Lane 7, PPV; Lane 8, PCV2; Lane NC, negative control.

가 증폭되지 않았다. dTTP만 첨가한 premix와 dTTP

와 dUTP의 농도비를 달리하여 첨가한 premix인 경우

에는 104∼101 TCID50/0.1 mL의 바이러스 역가에서 

모두 특이밴드가 관찰되었다(Fig. 1). 따라서 증폭효

율에 영향을 미치지 않으면서도 최대한 dUTP가 증폭 

DNA 염기서열에 포함되도록 하기 위하여 premix에 

포함되는 dTTP/dUTP의 비율을 0.5/2.0 mM으로 고정

하여 이후의 실험을 진행하였다. 

UsnRT-PCR의 핵산 교차오염 방지 효과 확인

  개발 UsnRT-PCR이 실제로 기증폭된 핵산의 오염

에 의한 오증폭을 방지할 수 있는지 확인하기 위하여 

UsnRT-PCR로 기증폭된 북미형 PRRSV의 DNA 희석액

을 각 반응튜브에 혼입시켜 Usn-RT-PCR을 실시한 결

과, UNG 처리과정을 적용하지 않은 snRT-PCR에서는 

오염시킨 DNA 농도가 20 fg 이상인 경우 모두 PRRSV 

유전자 특이 밴드(441 또는 274 bp)의 증폭이 확인되었

으나(Fig. 2A) UNG 처리과정을 적용한 UsnRT-PCR에

서는 혼입시킨 DNA의 양에 상관없이 특이 밴드의 

증폭이 관찰되지 않았다(Fig. 2B). 따라서 개발된 

UsnRT-PCR은 기증폭된 DNA가 20 ng 수준으로 오염

되더라도 오증폭이 방지될 수 있음을 알 수 있었다. 

UsnRT-PCR의 특이도 및 민감도 

  개발 UsnRT-PCR의 특이도를 확인하기 위하여 유

럽형 및 북미형 PRRSV와 돼지에 감염되는 주요 바

이러스성 질병 원인체 6종(2개 아형의 SIV, CSFV, 

PCV2 및 PPV)에서 추출한 핵산을 template로 하여 각

각 UsnRT-PCR을 실시한 결과, 유럽형 및 북미형 

PRRSV 이외 다른 병원체의 유전자를 증폭하지 않아 

개발된 진단법이 PRRSV의 진단에 특이적으로 활용

될 수 있음을 확인하였다(Fig. 3). 개발 UsnRT-PCR의 

민감도를 확인하기 PRRSV의 역가별 희석액을 대상

으로 RT-PCR, snRT-PCR, Usn-RT-PCR 및 RRT-PCR

을 각각 실시하여 검출한계를 비교한 결과, 기 보고

된 RRT-PCR (Kleiboeker 등, 2005)의 민감도는 유럽

형 및 북미형 PRRSV에 대해 각각 1 TCID50 및 0.1 

TCID50의 검출한계를 나타내어 개발자가 당초 제시

한 민감도와 일치하였다(Fig. 4D). 개발 RT-PCR은 유

럽형과 북미형 PRRSV 공히 10 TCID50 희석액까지 

양성반응이 관찰되었으며(Fig. 4A), snRT-PCR인 경

우, RT-PCR보다 3단계 더 높은 희석배수인 0.01 

TCID50까지 양성밴드가 확인되었다(Fig. 4B). 반면에 

UNG 처리과정을 적용한 UsnRT-PCR은 유럽형 및 북

미형 공히 0.1 TCID50 수준의 검출한계를 나타내어 

unRT-PCR에 비하여 10배 낮은 민감도를 나타내었으

나 RRT-PCR의 민감도와는 유사한 수준으로 확인되

었다(Fig. 4C). 

야외시료에 대한 진단효율

  야외 시료에 대한 110점(혈청 60점, 폐장조직 50점)

으로부터 추출한 RNA를 대상으로 개발 UsnRT-PCR

과 RRT-PCR을 실시하여 진단의 효용성을 평가한 결

과, 개발 UsnRT-PCR는 110점의 야외시료에서 유럽
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Fig. 4. Comparison of sensitiv-
ities among reverse transcription- 
polymerase chain reaction (RT- 
PCR, A), single-tube nested RT- 
PCR (snRT-PCR, B), UNG-sup-
plemented snRT-PCR (C) and  real 
time RT-PCR (D) for the detection 
of EU-PRRSV (left) and NA- 
PRRSV (right). Lane M, 100 bp 
DNA marker; Lane 1∼7, Results 
of each assays with RNAs ex-
tracted from 10-fold serially di-
luted NA-PRRSV (viral titers from 
104 to 10−2 TCID50/0.1 mL).

형 PRRSV 단독감염 28점, 북미형 PRRSV 단독감염 

38점 및 유럽형/북미형 PRRSV 혼합 11점 등 총 77점

에서 양성반응을 나타내었으며, 33점에서 음성반응을 

나타내어 70% (77/110)의 검출율을 나타내었다. 반면

에 RRT-PCR은 유럽형 PRRSV 단독감염 26점, 북미

형 PRRSV 단독감염 38점 및 유럽형 및 북미형 

PRRSV 혼합 12점 등 총 76점에서 양성반응을 나타

내었으며, 34점에서 음성반응을 나타내어 69.1% 

(76/110)의 검출율을 나타내어 개발 Usn-RT-PCR이 

기보고된 RRT-PCR에 비해 검출율이 다소 높은 것으

로 확인되었다(Table 2). 시료별 검사결과를 세부적으

로 분석해보면 RRT-PCR에서 유럽형 PRRSV 양성인 

시료 26점 중에서 1점이 UsnRT-PCR로는 음성으로 

판정되었고, RRT-PCR에서 북미형 PRRSV 양성인 시

료 38점 중에서 2점 및 1점이 UsnRT-PCR로는 각각 

북미형/유럽형 양성 및 음성으로 판정되었으며, RRT- 

PCR에서 유럽형/북미형 양성인 시료 12점 중에서 3

점이 UsnRT-PCR로는 유럽형 1점, 북미형 1점 및 음

성 1점으로 판정되어 두 시험법간 세부적인 진단결

과에서는 일부 상이한 결과가 도출되었다. 또한 

RRT-PCR에서 음성인 시료 34점 중 4점이 UsnRT- 

PCR로는 유럽형(2점) 및 북미형(2점)으로 양성 판정

되어 RRT-PCR로 검출하지 못하는 일부 시료에서 

UsnRT-PCR로는 PRRSV 유전자가 확인되었다. 역으

로 개발 UsnRT-PCR로 유럽형, 북미형 또는 유럽형/

북미형 양성인 시료 4점이 RRT-PCR과 진단결과가 

상이하게 나타났으며, UsnRT-PCR로 음성인 시료 33

점 중 3점이 RRT-PCR에서 양성으로 판정되었다. 이

러한 결과들을 종합할 때 개발 UsnRT-PCR의 기존 

RRT-PCR에 대한 진단 일치율은 93.6% (103/110)이었

으며, 양성일치율(96.1%)에 비하여 음성일치율(90.9%)

이 비교적 낮은 것으로 분석되었다(Table 2). RRT-PCR 

양성/UsnRT-PCR 음성인 시료 3점과 UsnRT-PCR 양

성/RRT-PCR 음성인 시료 4점에 대하여 증폭된 DNA 

단편에 대한 염기서열을 분석하여 표준주의 염기서

열과 비교한 결과(자료 미제시), 모두 PRRSV 표준주

의 해당 염기서열 부위와 일치하여 해당시료에 대한 

두 진단법간의 검출결과의 차이는 시료내 바이러스 

유전자의 변이 때문이 아니라 두 진단법간의 검출방

식이나 진단효율의 차이에 기인한 것으로 추정되었다.

고    찰

  nRT-PCR기법은 외부 primer set를 이용한 1차 RT- 

PCR을 통하여 1차 증폭된 DNA를 내부 primer set를 
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이용하여 2차 nPCR을 실시하여 재증폭하기 때문에 

nPCR 과정이 없는 일반 RT-PCR에 비하여 특이도와 

민감도가 높아 PRRSV의 유전자진단법으로서 유용하

게 활용되어 왔다(Christopher-Hennings 등, 1995; Gilbert 

등, 1997; Kono 등, 1996; Shin 등, 1998). 그러나 기 

보고된 nRT-PCR은 3단계(RT, PCR 및 nPCR) 또는 2

단계(RT-PCR 및 nPCR)의 반응과정을 구분하여 수행

하기 때문에 전단계의 반응산물을 다음 단계로 옮기

거나 추가적으로 필요한 시약을 첨가하기 위하여 반

응튜브를 개봉해야 한다. 이러한 과정에서 대량으로 

증폭된 DNA가 실험실 환경이나 기구 등을 오염시키

게 되며, 특히 일상적으로 PCR 검사를 수행하는 진

단실험실에서는 이러한 기 증폭 DNA의 교차오염에 

의한 오증폭 즉 위양성 반응이 큰 문제점으로 지적되

어 왔다(Persing, 1990; Kwok과 Higuchi, 1989). 이와 

같이 여러 단계의 반응을 거치면서 발생하는 교차오

염 문제는 반응단계를 단순화하여 1개의 반응튜브 

내에서 반응시약의 추가과정 없이 1차 RT-PCR과 2

차 nPCR을 연속적으로 수행하는 one-step nRT-PCR 

기법을 적용함으로써 해결할 수 있다(Abath 등, 2002; 

Rolfs 등, 1992). 그러나 저자들이 알기로는 PRRSV 

진단용으로 개발된 nRT-PCR 중에서는 아직까지 단

일튜브에서 1차 RT-PCR과 2차 nPCR을 연속적으로 

수행할 수 있는 one-step snRT-PCR은 개발된 적이 없

다. 따라서 이 연구에서는 단일 반응튜브 내에서 1차 

RT-PCR과 2차 nPCR을 연속적으로 수행함으로써 여

러 반응단계를 거치는 기존 nRT-PCR의 교차오염 문

제를 해결하는 동시에 유럽형과 북미형의 PRRSV를 

특이적으로 감별진단할 수 있는 snRT-PCR기법을 개

발하였다. 

  한편, 여러 반응 단계를 단순화하여 반응튜브의 개

봉에 따른 핵산의 교차오염 문제를 해결하더라도 증

폭산물의 전기영동 확인과정 등 기증폭된 DNA가 오

염될 수 있는 경로는 다양하므로 기증폭된 DNA 오

염에 의한 오증폭을 방지할 수 있는 또 다른 대책이 

필요하다(Aslanzadeh, 2004; Kwok과 Higuchi, 1989; 

Persing, 1990). 이러한 기증폭된 DNA의 교차오염에 

의한 오증폭 문제를 해결하기 위하여 다양한 방법들

이 제시되어져 왔으나 UNG 시스템을 이용한 핵산 

교차오염 방지전략이 가장 현실적인 대안으로 평가 

받아왔으며, 실제 사람의 influenza virus (Poddar 등, 

1997) 및 coxsackievirus (Pang 등, 1992) 그리고 국내 

수의분야에서도 돼지써코바이러스(Kim 등, 2014)의 

진단에 성공적으로 적용된 바 있다. 따라서 이 연구

에서는 개발된 snRT-PCR에 UNG 처리기법을 도입한 

UsnRT-PCR용 premix를 이용하여 PRRSV의 유전자를 

증폭한 다음, 기증폭된 DNA를 농도별로 혼입시킨 후 

개발 snRT-PCR과 UsnRT-PCR을 각각 실시한 결과, 

snRT-PCR과는 달리 UsnRT-PCR에서는 20 ng 농도의 

기증폭된 DNA를 오염시킨 경우에도 완전히 오염 

DNA에 의한 오증폭이 방지됨이 확인되었다(Fig. 2). 

이와 같이 개발 UsnRT-PCR은 기존 2∼3단계의 nRT- 

PCR의 반응과정을 1단계로 단순화하였고, 만약에 있

을 수 있는 기증폭된 DNA의 교차오염에 의한 오증

폭까지도 UNG 처리로 방지할 수 있기 때문에 일선 

진단실험실에서 이를 활용할 경우 PRRSV 진단의 신

뢰도를 크게 향상시킬 수 있을 것으로 기대된다. 

  dUTP와 UNG를 이용한 핵산오염 방지대책은 기증

폭된 DNA의 교차오염을 사전에 차단할 수 있기 때

문에 PCR 진단의 신뢰도를 확보할 수 있지만 기존의 

UNG 비처리 PCR에 비하여 진단의 민감도가 저하될 

수 있다(Kim 등, 2014; Longo 등, 1990). 따라서 유럽

형 및 북미형 PRRSV 희석액으로부터 추출한 RNA를 

이용하여 개발 UsnRT-PCR과 UsnRT-PCR 개발 과정

과 연관된 RT-PCR 및 snRT-PCR, 그리고 RRT-PCR 

(Kleiboeker 등, 2005)을 각각 실시하여 검출 민감도를 

비교하였다. 그 결과, 1차 RT-PCR의 민감도(10 TCID50/ 

0.1 mL)에 비하여 2차 nPCR을 접목한 snRT-PCR의 

민감도(0.01 TCID50/0.1 mL)는 약 1,000배 이상 향상

되었으나 UNG 시스템을 적용한 UsnRT-PCR의 민감

도(0.1 TCID50/0.1 mL)는 snRT-PCR에 비하여 약 10배 

감소됨이 확인되었다. 그러나 UsnRT-PCR의 민감도

를 RRT-PCR의 민감도(0.1∼1 TCID50/0.1 mL)와 유사

한 수준이었으며, 기 보고된 다른 연구자들의 nRT- 

PCR의 민감도(1∼10 TCID50/0.1 mL)보다 10배 이상 

우수한 것으로 PRRSV의 일상 진단법으로 이용하기

에는 충분한 것으로 판단되었다(Christopher-Hennings 

등, 1995; Gilbert 등, 1997; Kono 등, 1996; Shin 등, 

1998). 

  개발 UsnRT-PCR의 야외시료에 대한 효용성을 평

가하기 위하여 야외 시료 110점을 대상으로 개발 

UsnRT-PCR과 기보고된 RRT-PCR을 실시하여 그 결

과를 비교한 결과, 두 진단법의 검출율은 각각 70% 

및 69.1%)로 유사하였으나 RRT-PCR 대비 개발 UsnRT- 

PCR의 진단 일치율은 93.6%로 개발 UsnRT-PCR의 

검출율이 다소 높았다(Table 2). 그러나 RRT-PCR 대

비 개발 UsnRT-PCR의 양성 및 음성 일치율은 각각 

96.1% 및 90.9%로 음성 일치율이 다소 낮게 평가되
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어 세부적인 진단결과를 분석한 결과, 두 진단법에 

의해 모두 양성으로 판정되었지만 PRRSV의 유전형 

판정결과가 다른 경우가 4건 확인되었으며, 두 진단

법간의 양성/음성 판정결과가 상이한 경우는 7건이 

확인되었다(Table 2). 이러한 차이가 해당 시료에 감

염된 PRRSV의 유전자 염기서열과 진단법에 사용된 

primer 및 probe의 염기서열간의 불일치에 기인할 수 

있으므로(Indik 등, 2005) 이를 확인하기 위하여 해당 

사료 7건에서 증폭된 DNA에 대한 염기서열 분석을 

실시하여 확인한 결과, 해당 표준주와 유전자염기서

열이 모두 일치하여 이러한 두 진단법간 상이한 진단

결과가 검사시료 내 PRRSV의 유전적 변이에 기인한 

것은 아닌 것으로 판단되었다. 따라서 야외 시료에 

대한 두 진단법간의 민감도의 차이, 검사시료 내 

PCR 저해인자의 존재 또는 primer 방식의 RT-PCR과 

probe 방식의 RRT-PCR간 검출방식의 차이 등이 다양

한 요인이 작용할 수 있다고 생각되나 향후 추가적인 

분석이 필요할 것으로 생각된다. 유사한 수준의 민감

도를 가지는 두 유전자진단법을 야외 시료에 대해 적

용하였을 때 개별 시료에 대한 진단 결과가 일부 상

이할 수 있다는 것은 일상적인 PRRSV 진단을 수행

하는 실험실에서 중요하게 고려해야 할 사안으로 생

각된다. 예를 들어 일상적인 양돈장 모니터링 수준이 

아니라 특정 시료에 대한 양성/음성 판정 결과나 

PRRSV 유전형 판정결과가 해당 양돈장의 방역상황 

파악과 방역대책 수립에 결정적인 영향을 미칠 수 있

는 경우도 있기 때문이다. 따라서 PRRSV의 진단에 

유전자진단법을 활용하는 진단실험실에서는 RT-PCR

이나 RRT-PCR 중 하나의 진단법만 활용하기보다는 

2개의 진단법을 채택하여 진단시료의 성격에 따라 

상호보완적으로 활용하는 것이 바람직할 것으로 생

각된다. 

결    론

  PRRSV 방제전략의 성공을 위해서는 신뢰도가 높

은 PRRSV 유전형 감별진단법의 적용이 필수적이다. 

이 연구에서는 단일 반응튜브에서 1차 RT-PCR과 2

차 nPCR을 연속적으로 수행할 수 있는 있으며, uracil 

DNA glycosylase (UNG) 시스템을 적용하여 기증폭된 

DNA의 교차 오염을 방지할 수 있는 UNG supple-

mented single-tube nRT-PCR (UsnRT-PCR)을 개발하여 

그 효용성을 평가하였다. 개발 UsnRT-PCR은 이전의 

UsnRT-PCR로 기증폭된 PRRSV ORF 7 유전자의 오

염에 의한 오증폭을 방지할 수 있는 것으로 확인되었

다. 개발 진단법은 유럽형 및 북미형의 PRRSV를 특

이적으로 감별진단할 수 있었으며, 민감도는 기 보고

된 real time RT-PCR (RRT-PCR)과 유사한 0.1 TCID50

로 평가되었다. 야외시료 110점(혈청 60점, 폐장조직 

50점)를 대상으로 개발 UsnRT-PCR과 RRT-PCR을 실

시한 결과, 검출율은 각각 70% (77/110) 및 69.1% 

(76/110)로 개발 UsnRT-PCR이 다소 높았다. 개발 

UsnRT-PCR의 RRT-PCR에 대한 양성 및 음성 일치율

은 96.1% (73/76) 및 90.9% (30/33)로 분석되어 일부 

야외시료에서 검사결과가 상이하게 나타났다. 따라서 

일선 진단실에서는 중요한 시료에 대해서는 정확한 

진단을 위하여 2가지 진단법을 병행할 필요가 있다

고 생각된다. 이 연구를 통하여 개발된 UsnRT-PCR은 

높은 민감도와 특이도를 가지면서도 검사과정 중 핵

산 오염에 의한 오진을 방지할 수 있기 때문에 일선 

진단실험실에서 PRRSV 진단에 유용하게 활용될 수 

있을 것으로 판단된다. 
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